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序 論
食品照射は電離放射線の殺虫・殺菌作用や発芽抑制効果および品質改善効果などを利用 して・食
品の保蔵を行なおうとする分野である。放射線処理の最大の特徴 は,品温の上昇がほとんど起 らな
いということである。それ故,新 しい食品保蔵技術 として,こ れまで世界各国で研究開発が行なわ.
れてきた。 また同時に,照 射食品の健全性についても多くの研究がなされ,1980年に開かれた
FAO/IAEA/WHO専 門家会議において・10kGy*以下つ照射食品では健全性に問題がな
いとの結論が出された。 しか し実際に実用化されているのは,0.1kGyで効果のある馬鈴薯等の
発芽防止だけであり,最 も適用範囲の広い放射線殺菌はほとんど実用化された例はない。その理由
は,放射線殺菌に必要 な線量が3～10kGyと高いため、風味や色 などの官能的品質が低下するこ
とと,照射 コス トが高 くなるためである。放射線殺菌におけるこのような障壁を取 り除 くため,現
在,微 生物の放射線感受性を増大させる方法 倣 射線増感法)の 開発が望 まれている。このような
背景のもとに,本研究 は細菌を用いて,・その放射線感受性を増大させるために必要な基礎的知見を
得 ることを目的として設定された。本研究では02やN20の放射線増感効果を中心に検討 し,水の
放射線分解生成物 によって起る放射線障害の発生とその固定化機構について新 しい考え方を提出し
た。
1。0、の放射線増感効果(酸 素効果)に おける水の放射線分解生成物の役割
放射線抵抗性菌 であるpseudomonasradioraO-1を 用 いて,水 の放射線分解生成 物の作
用を検討 した。0、が存在 しない場合 には,水の放射線 分解 によ って ・OH,eaq,・Hな どの ラジ
カルと,H20,,H2な どが生成 するが,02が 存在 す ると,暢qと ・Hな02と 反応 してO;と な
る(Fig.1)。N2中 で 旦二radioraO-1に 対す る水の放射 線分解 生成 物の作用を,種々の ラ
ジカル捕捉剤 を用いて検討 した結果,放 射線致死 に関与 す る主要 な活性 種はOHラ ジカルであ った
(Fig.2)。0、が存 在す ると1い わゆ る"酸 素効果"が 生 じ,Fig.3に 示す よ うに,0、含量 の
増加 につれて放射線感受性は増大 し,5%02以 上 ではN2中 の3.4倍にな った。0;の効果を除 くた
め にSOD(suPeroxidedismutase)と ビオ チンを用 い,ま たH、02を除去す るためにカタ
ラーゼを利用 して,酸 素効果 におけるO;やH202の 役割 を検討 した結果,酸 素効果 は以下 の反応
で起 ることが明 らか とな った。
RH+・OHR・+H、0(障 害 の発生)(1)
1;∴ 灘創 一iii
これ まで酸素効果 は(1)と(2>の反応 で起 ると考 え られてき た。また(3}については,酸素効果 に関係
す るとい う報告 と関係 しない とい う報告 があ り、一 定の結論は得 られて いなか った。Table1
の結果 は・02濃度が低い時(0.9%02)に は,有 機 分子(RH)にOHラ ジカルが反応 して生 じ
*線量単位Gy(グ レイ)=1J/kg=104erg/9=100rad(ラド)
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た有機 ラジカル(R・)にO・ やH・02が 反応 して障害 が固定化 され る ことを示 している。 一 方,
O、濃度が高 い場合 には,O、やH20、に よる固定化反応は ほとん ど起 らず,有機 ラジカルは0、 と反
応す ることによって固定化 された(Table.2)。.本研 究 では特 に,0、濃度 を下 げ ることによって
02と共 にH202も酸素効果 に関係 し得 ることを明 らか に した。
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Fig.3.RadiosensitivityofP.radioraO-1asaFunctionofO2
ContentinNZ.Cellconcentrationwas4-6x106cells/ml.
Table1.EffectofAdditivesontheRadiosensitivityof
l:lll'::1レ1'?　1　 岬 轡N2畔 　
Additive
Inactivationconstant
_1
(kGyつ
Ethanol(500mM)
★
SOD(エ00.μqイmエ)
Caヒalase(エ00廿9/mユ 》
SOD(100ug/ml)+Catalase(100ug/ml)
工nactivatedSOD(..100.μg/卑1)+
エ・acti・t・dCat。・。』。(… り自/m・)
Fomate(50m益 の
F。ma七r(50醐 .+Bi。ti尊(2叩}
Biotin(2mM)
5.7
1.5
4.5
4.0
2.9
5.6
3、臥6
含..8.～
3.9
*SOD;Superoxidedismutase .
身6_
Table2.EffectofAdditivesontheRadiosensitivityof
P.radioraO-1inOZ-SaturatedSuspension.
Additive
Inactivationconstant
-z
(kGy 》
Ethano=L(5001n塾の★
SOA(60-305ugjml)
Formate(50mM)
Formate(50mM)+Biotin(2mM)
Catalase(50Ng/ml)
9.2
2.7
9.3
8.2
8.0
12.4
脅SODアS .uperoxidedis加utおe.・9;・ ・H+一→ ・、・、 ・ ・、
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2.N、⑪の放射線増感効果における水の放射線分解生成物の役割
N、O存在下 では下記の反応が起 り,eaqはOHラ ジカルに変換 され る。
_H20
N20+ea・q一 一 一.→N2+OH+。OH(5)
N、中でのOHラ ジカル とeaqの 生成収率は同 じであ るか ら,N、中 に比 べてN、O中 ではOHラ ジ.
カル収 殿が2倍 にな る。 この よ うなOHラ ジカル収量 の増加 は放射線感受性 の増 大の原因 にな り得
る と考え られ るが,こ れ まで細菌栄 養細胞 では凡Oの 増感効果 は報告 されていなか った。 著 者 は
,旦ニ ェ麺1.g.旦0..ユがN2Qに よって増感 され る ことを見 出 し(Fig。4),そ の増感効 果に関係
す る水 の放射 線分解生成物 の作用を検討 した。N20の 効果 は,種 々の ラジカル捕捉剤 を用 いてOH
ラジカルを除去すると掴制 され(Fig.5),ま たOHラ ジカルが存在 していて も,カ タ ラーゼ等を添
加 してH、02だけを除去 した場合 に も抑制 され た(Fig。6)。H202だ けでは死滅が起 らな いこ
とか ら,N20の 増感効 果はOHラ ジカル とH、02の協 同作用 によ って起 ることを明 らかに した。 ま
た添加 力タ ラーゼによ る増感抑制効 果 は,H、0、が細胞外 から細胞 を攻撃 す ることを示唆 して いる。
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aN、qの 放射線増感効果に影響を及ぼす要因
N、Oの増 感効 果 が これ まで見出 され なか っ た原因 を明 らかにす るため,P.rad1QraO一・一.1を
用いて増感に影響 を与 え る種 々の要因 につ いて検討 した。 その結果,N、Oの 効 果は主 として細胞濃
度,'線量 率,照 射 温度 に よって変化 した。細胞 濃度 が6x工07cells/ml以 上 になると,濃 度
の上昇 につれてN20の 効果 は減少 した(Fig.7)。 また細胞 濃度 が4×107cells/rnlでは,
線量率 が低 い時 や照射 温度 が高い時 にN、0の 効果 は抑 え られる。 しか し,細胞 濃度 が8x105cehs
/m:1のよ うに低 い時 には,線 量率 の影響 は受 けなか った(Fig.・8)。生育時期 の違 いによ って,
N20の増感率 は幾分異 な るが,照 射後の培養 条件 などはN・0の効果 に全 く影響 を与 えなか った。
以上 の結果か ら,こ れ まで報告 され たい くつか の実験 でN・0の効果 が見 出されなか ったの は,細 胞
濃度 が高 く,線 量 率が低 く,か つ室温 で照射 していたためであると考 え られる。
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4、N、0の放射線増感機構と増感作用における細胞内力タラーゼの役割
希薄懸 濁液中 で種々 の細 菌栄養細胞 に対す るN20の増感効 果を比較 し,細胞内 カタラーゼ活性 と
の相関を求め た。 い くつか の菌株 でN20の効果 が見 出 され(Table3),細 胞内 カタ ラーゼ活性
の高 い細菌 ほ どN20に よって増感 され やす いとい う傾 向が得 られ た(Fig.9),N20の 増感 にお
いて,細 胞外 に生成 されたH、02は細胞 内に入 って増感反 応を起 こすが,細 胞内 ではH・O・はカタ ラ
ーゼによ って分解 され ると考え られ る。 活性 が高 い程N20に よって増 感されやす いとい う事実 は,馳
H202の分解生成 物 である02が増感反応 に関係す るこ とを意 味 している。従 ってN20に よ る増感効
果 は次の反応 に よって起 る。
RH+。OH一 一一一R・+H20(障 害 の発生)(6)
カタ ラーゼ
HzOzH20+1/zOz(71
R・+02ヨRO2・(障 害 の固定)(8}
この放射線増感機構 は,先 ず 有機 分子 にOHラ ジカルが反応 して有機 ラジカルを作 り,こ の有機
ラジカル に,H20、の分解 か ら生 じた02が反応 して致 死的障害 として固定化 され るとい うもの であ
る。従 って増感 にはOHラ ジカル とH20、が必要 であ り,かつ細 胞内 カタ ラーゼの活性が高い ことが
.重要 であ る。活性 の低 い細菌 ではH、02が充分存在 して も,O、を生成 す ること演で き ない ため増感
が起 らな い。 しか し,こ のよ うな活性 の低 い細菌 で も,N20中 に02を混合 してやれ ば,著 しい増感
が起 った(Fig.10)。 このよ うにN、0の増感効果 にお いて は細胞 内 カタラーゼが重要 な 役 割 を
演 じている。 これ まで細胞 内カ タ.ラー ゼ は放射線障害 を軽減 す るの に役 立 って いると考え られて き
たが,増 感効果 に も関係 し得 る ことが本研究 によ って始 めて 明 らか とな った。
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翫 細菌紐胞壁に対する水の放射線分解生成物の作用
0、やN20に よ る放射線増感効果 が細胞外 の02やH、02などによ うて顕著 に影響 され ることか ら,
増感反応 は細胞 外殻 中で起 ると考え られ る。 また著者 は』≧radioraや」堕.radioduransなど
が照射後,溶 解 酵素 の作用 を受 け易 くな ることを見出 した、そ こで この照 射によ る溶菌促進効果 を
利用 して,細 胞壁 に対 す る放射線の影響を検討 した。細菌 と してはM.radioduransを用 い,酵
素 は主にP2-2酵 素(次 章 で詳述す る)を 使 用 した。P2一 一2酵素 による溶菌 は照射 に ようて促
進 され,そ の促進作 用 はOHラ ジカルに起因 した(Fig.11)。 このOHラ ジカルの作用は酵素 と
基質の親和性 を増 大 させ るが,最 大速度 は変 化 させ ない。n一一ブダノー ルで脂質成分を抽 出除去 し
た細胞 では,照 射 に よる溶菌促 進効果 がみ られ ないこ とか ら(Fig.12),溶菌促進 効果か ら推定
され る細胞壁 の障害 は,OHラ ジカルによる細胞壁中 の脂質成分 の変化 と,そ れ に伴 な うムコペ プ
チ ド層の変化 であ ることを明 らかに した。 また細胞壁 の障害 と放射線感受性 との直接的 な相関 は認
め られなか った。
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6.放射線抵抗性細菌を溶解する酵素の分離精製とその作用機作
放射線抵 抗性細 菌は グラム陽性で あって も,一 般 に リゾチームの作用 を受 けず,酵 素的 に細胞を
破壊す る ことができないため,放 射線抵抗性の原因を生化学的 に比較研究す る ことが困難 であった。
そ こで溶解酵 素を検索 した結果,津 村 らが分離 したAchromobacterlunatusの 生 産す る
酵素が種 々の放射線抵 抗性細 菌を溶解 す ることが判 った。(Table4)。この酵素 はP.radiora
の溶 菌には界面活性剤 を必要 とす るが,他 のグ ラム陽性の抵抗性菌はすべて酵素 だ けで溶解す るこ
とが でき る。粗酵素中 には多数 の溶解酵素 が検 出 されたが,そ の中の一画分(P2-2)だ けを分
離精製す るこ とが できた(Fig,13)。 この精製酵素(P2-2酵 素)は 分子量16,000のエン ドペ
プチダーゼであ り(Fig.14とTable5),細 胞壁 ペプチ ドグ リカ ン中のD・…アラニ ンの カルボ
キ シル基側 を切断 する酵素 であ る。
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Table4.SusceptibilitiesofVariousBacteriatoLyticEnzyme
ofAchromobar_terlunatus～
.The「eac七iGn凧ixtur・w・sc。 ゆQ・ ・d。flm1。fenz押es。1・ti・n(0 .12P・。t・in-
mg/ml),1mlofTritonX-100(9 .3K104M),1m!ofcellsuspensionand3
m1。fO・02図ph・ ・phat・buff・r(pHフ .OLandエnc曲atedat3。 。C・r5Q。Cε 。・
60min.
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Deqreeoflysis(亀decreaseint二ulrbidity)
Bacteria 30ｰC 50ｰC
z)E
T3)E柵4)E T 'E rトT
PseudomonasradioraO-1
PseudomonasradioraRP-C
PseudomonasEluorescensB3-1
PseudomonasrubesensB1534
Pseudomonasrubesens81651
EscherichiacoliK-12
Escherichia-coliH
EschexichiacoliBfx
EscherichiacoliB
S-L
Acinetobactercalcoaceticus
Bac七eriumanitユratロlnS-5
Proteussp.E12
MicrococcusradioduransRl
MicYOCOCCnsiadioproteolyticus
Micrococcussp.H55
Micrococcuslysodeikticus
ArthrobacterradiotoleransP-1
Bacillussubtilis201-2
BacilユuspumiユusE601
BacillussphaericusCIA
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TheP2-2EnzymeDigestionofPeptidoglycansPrepared｣romtheCellWalls
ofM.radioduransandM.lysodeikticus.Thereactionmixturescontaining440r
45mgofpeptidoglycanandllugoftheenzymein20mlofO.02Mboratebuffer
wereincubatedat40ｰC.
Table5.ChangesinAminoAcidandHexosamine
ofDigestedPeptidoglycansfromM.radiodurans
kticusasaResultofDinitrophenylation.
Composition
andM.lysodei一
Relativeconcentration
(molarratio)a)
Aminoacidandsugar M.radiodurans M.lysodeikticus
b)PG
DNP-PG PG DNP-PG
Muramicacid
Glucosamine
Glycine
Alanine
Glutamicacid
Lysine
Ornithine
1.00
1.11
2.09
z.zo
1.29
0
1.43
1.00
1.18
1.43
2.22
1.20
0
1.33
1.00
0.79
2.03
3.82
2.07
1.77
0
1.00
1.21
1.84
3.08
1.74
0.53
0
a)Thenumbersaremolarratiosrelativetomuramicacid.
b)PGmeansthepeptidoglycandigestedbyP2-2enzyme.
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要 約
0、やN、0に よる放射線増感効果 を解 明す るために,細 菌細胞に対す る水の放射線 分解 生 成 物 の
作用につ いて検討 し,以 下 の諸 事実 を明 らかに した。
(1)P.radioraO-1に おけ る酸素効果 は5%0,含 量 以上で最 大の増感を示す。0.9%02の ・
よ うに最大増感 を示 さないよ うな低 いO、濃度 では,有 機分子 とOHラ ジカル との 反 応 で生 じた
有機 ラジカルに,O、やH20、が反応す ることに よって障害が固定化 され るという2段 階 の反応 で
酸素効果 が起 る。 しか し100%02中で起 る酸素効 果には,02やH202は関 係せず,OHラ ジカル
との反応 で生 じた有機 ラジカルは02と反応 する ことに よ?て 固定化 され た。
(2)N、0の増感効果 においては,OH・ラジカル との反応 で生 じた有機 ラジカル は,細胞 内カタ ラー
ゼの作用 によ ってH、0、の分解か ら生 じた0、と反応 し,致 死 的障害 と して固定化 され る。従 って
'細 胞 内カタ ラーゼ活性の低 い細胞 ではN20の増感効 果は起 らない し,また増感 に必要なOHラ ジ
カルやH202のどち らか一方 が除去 されて も,増 感は起 らない。 この増感反応 において,N20は
OHラ ジカル とH,0、の収量 を増大 させ るの に役立つ。N20の 増感 反応 は基本的 にはOHラ ジカ
ル と02による障害 の発生 と固定化の反応 であ るか ら,N20中 に02を混合 した場合 に も著 しい増
感効果 が認 め られ,放 射 線感 受性はO、中に比べて約2倍 高 くなった。
(3>細胞壁 に対す る放射線 の影響 をM.rad{oduransを相 いて調べ,照射 による溶菌促進効果か
ら推定 され る細 胞壁 障害 は,OHラ ジカル による脂質成分の変化 と,そ れ に伴 な うムコペプチ ド
層 の変化 であ ることを明 らか に した。 なお本実験 に用い た溶 解酵素 は,種 々の放射線抵抗性細菌
を溶解 す ることがで きる粗酵 素か ら分離精製 した もの である。精製酵素(P2-2酵 素)は 細胞
壁 ペプチ ドグ リカ ンに作 用す るエ ン ドペ プチ ダーゼ であ り,D一 ア ラニ ンのカル ボキ シル基側の
ペ プチ ド結合 を切断 す る酵素 であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
放射線による食品の照射技術は,多 くの期待にもかかわ らず末だに実用化の例は極めて少ない。
その大きな理由の一つは,放射線殺菌に必要な線量が3～10KGYと高いため,風 味や色などの
官能的品質が低下することと,照射 コス トが高 くなることにある。本研究では,このような障害
を取除く方法を見出すことを目的として,放 射性感受性を高めるために必要な基礎的知見を得る
ための実験を行い,水 の放射線分解生成物によって起 る放射線障害の発生とその固定化機構にっ
いて新 しい考え方を提出した。
放射線抵抗性菌であるP紹誕・㎜雌8γ副乞αγα0-1を用いて,水 の放射線分解生成物の作用を検
討し,02が存在すると放射線増感効果(酸 素効果)が生 じ,5%02以上でN2中の3,4倍の効
果を認めた。種々のラジカル捕捉剤を用いて検討 した結果,水 の分解で生じたOHラ ジカルによ
り生成 した有機ラジカルは,02と反応することにより固定化されることを明 らかにした。
ついで,P。7疏・τα0-1がN20に よって増感されることを見 出し,この効果はH20がOH
ラジカルとH202の量を増大させ,こ のH202から細胞内カタラーゼの作用によって生じた02
が,OHラジカルと反応 して生 じた有機 ラジカルの固定に関与するという新しい考え方を提出した。
このようにN20の増感効果において細胞内カタラーゼが重要な役割を演 じていることを示 したの
は本研究が最初である。
02やN20による放射線増感効果が細胞外の02やH202によって顕著に影響されることから,
著者は,増感反応は細胞外殻中で起るのではないかと推定 し,細胞壁に対す る放射線の影響を検 ・
討した。まず放射線抵抗性細菌を溶解させる酵素を検索して オ・γ・尻・ゐα磁 γ♂%幅麗 の生産する溶
解酵素の一つを分離精製し,こ れをP2-2酵 素 と命名した。この酵素は,細胞壁ペプチドグリ
カン中のD一一アラニンのカルボキシル基側を切断す る作用を有す る。このP2-2酵 素による溶
菌は,照射によって促進され,そ の促進作用はOHラ ジカルに起因した。 これは,OHラ ジカル
により細胞壁中の脂質成分が変化 し,それに伴いムコペプチ ド層に変化が生 じることによること
を明らかに二しナこ。
以上のように,著者は食品照射技術がより広い範囲の食品に適用されることを願って,微生物
の放射線感受性を増大させる方法を詳細に検討し,水の放射線分解生成物によって起 る放射線障
害の発生機構とその固定化について新 しい考え方を提出した。 この結果は,食 品照射の基礎に貢
献す るのみならず,実 用面において も役立つところが大きく,本論文は著者に農学博士の学位を
授与するに充分な価値あるものと判定する。
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